


















黄河三角洲滨海湿地 1350 个芦苇组织切片中分离得到 318 株内生真菌，通过对 rDNA ITS 的
分型、测序及系统进化分析，研究了该地区芦苇植株根、茎、叶中可培养内生真菌的种类组成
及在不同盐度、不同组织中的分布情况．根据序列相似性(以 98%为阈值)，共获得 12 个真菌
分类操作单元(OTUs)．在门级分类水平上，子囊菌门为绝对优势菌群，在各组织和站位中均
有分布．芦苇根组织中分离得到的内生真菌 OTU 数相对较多，叶组织和茎组织中分离到的






Diversity of culturable endophytic fungi of common reed (Phragmites australis)in coastal
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Abstract:Endophytic fungi play an important ecological role in promoting growth and alleviating
environmental stress of host plants． In this study，we investigated the diversity and community com-
position of endophytic fungi isolated from the common reed in wetlands of the Yellow Ｒiver Delta． A
total of 318 endophytic fungal isolates were obtained from 1350 tissue (leaf，stem，and root)frag-
ments and from three tidal zones with different soil salinity levels． rDNA ITS regions of these isolates
were PCＲ amplified，sequenced，and phylogenetically analyzed． All the sequences were divided in-
to 12 operational taxonomic units (OTUs)at the 98% similarity threshold． Ascomycota was found to
be the most abundant flora at the level of the phylum and distributed in all tissues and sites． There
were generally richer OTUs in roots than in leaves and stems，and leaves and stems shared the same
OTU numbers． All the OTUs retrieved from leaves appeared in roots． The supra tide (low salinity
zone)had the most OTUs among the three sampling sites，followed by high tide． Furthermore，the
roots had the highest richness and diversity，whereas the leaves had the lowest;supra tide held the
highest richness，and the middle tide had the highest diversity． Although unique OTUs could be
found in different tissues and tidal zones of different salinity，the communities of culturable endo-
phytic fungi were not substantially different among tissues or tidal zones (ANOSIM，P ＞ 0． 05)．
Alternaria sp． was the shared dominant taxa among all samples．
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设置 3 个采样点:MT 点位于潮间带的中潮区，HT
点位于高潮区，ST 点位于潮上区，盐度分别为 5．2、






浸于 95%乙醇中 30 s，转移至无菌水中冲洗 3次;再
于 0．525%NaOCl 溶液中浸泡 2 min，无菌水清洗 2
次;然后用70%乙醇浸泡2 min，最后用无菌水清洗
图 1 黄河三角洲滨海湿地芦苇样品采集站位
Fig．1 Location of three sampling sites in the coastal wetland of
the Yellow Ｒiver Delta．
MT:中潮区 Middle tide zone;HT:高潮区 High tide zone;ST:潮上
区 Supra tide zone． 下同 The same below．
3次，使用无菌滤纸吸干植物组织表面的水分．取表
面消毒的芦苇组织，于 PDA培养基表面放置 30 s后
移除，培养 3 ～ 4 d 后，观察培养基状况，以验证表面
消毒的效率．无菌丝出现，表明表面消毒彻底．
1. 3 内生真菌的分离、培养与纯化
将已表面彻底消毒的样品剪成 5 mm×5 mm×
1 mm的组织块，植于 2%的 PDA 双抗培养基平板
上［15］．培养基成分及配制:马铃薯 200 g·L－1，葡萄







并接入新的 PDA培养基平板，纯化培养 2 ～ 3 次，得
到纯化菌株，并分别编号．
1. 4 DNA的提取与 PCＲ扩增
待菌落长至直径 4 cm 大小，用无菌刮刀取 0．5
g菌体置于提前预冷的研钵中，加液氮研磨．真菌基
因组 DNA 的提取与纯化使用溴化十六烷基三甲基







增包含真菌 ITS、5．8S 及部分 28S rDNA 的 DNA 片
76027期 李海林等:滨海湿地植物芦苇可培养内生真菌的多样性
段(长度约 550 bp)． PCＲ 体系为 25 μL，含模板
20 ng，10 ×PCＲ 缓冲液 2． 5 μL，dNTPs 混合物 200
μmol·L－1，ITS1、LＲ3 0．25 μmol · L－1，MgCl2
2 mmol·L－1，Taq DNA 聚合酶 1．5 U，去离子水 18
μL．PCＲ程序为:95 ℃预变性 7 min，94 ℃变性 45 s，
55 ℃退火 45 s，72 ℃延伸 1 min，共 35 循环，最后








软件的 Furthest Neighbor原则及 0．02 差异水平下划




接法(Neighbor-joining，NJ)在 MEGA 5．05 中构建系
统进化树．将获得的核酸序列提交至 Genbank 数据




物多样性在线计算网站 (http:/ /www． changbio-













送测 1～2株代表菌种，共获得 167 条 ITS-28S rDNA
序列．依据 98%的序列相似度，共分为 12个 OTU(图
2)．除 OTU9的序列属于担子菌门(Basidiomycota)之
外，其余 11 个 OTU 均隶属于子囊菌门(Ascomyco-
ta)中的两个纲:座囊菌纲(Dothideomycetes，包括
OTU1、OTU3、OTU10 ～ 12)与粪壳菌纲(Sordariomy-







别与 Phoma anigozanthi、P． betae 聚在一起，表明这
两个基因型都属于茎点霉属(Phoma)．OTU11 从进
化关系上，应该为腔菌目(Pleosporales)中某个属．
OTU2、OTU4、OTU6 和 OTU7 分别与层生镰刀菌
(Fusarium proliferatum)、F． incarnatum 聚在一起，序
列相似性 99%～100%，表明它们均隶属于镰刀菌属
(Fusarium)．OTU6、OTU7 与 NCBI 中已有序列相似
性约 95% ～ 96%．另外，OTU5 与 Podospora cochleari-
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图 2 芦苇可培养内生真菌 ITS-28S序列系统发育树
Fig．2 A neighbor-joining tree based on ITS-28S rDNA sequences of the endophytic fungal isolates obtained from Phragmites australis．
图中标注的为超过 50%的节点支持率 Only nodal bootstrap values ＞50% were shown in the figure． Ｒ:根 Ｒoot;S:茎 Stem;L:叶 Leaf． 下同 The
same below．
图 3 芦苇可培养内生真菌的韦恩图
Fig．3 Venn plots of culturable fungal endophytes in common reed．
a)组织 Tissues;b)站点 Sampling sites．
96027期 李海林等:滨海湿地植物芦苇可培养内生真菌的多样性
表 1 芦苇可培养内生真菌 ITS-28S rDNA序列在 GenBank数据库中的比对结果






















OTU1 119 HT-Ｒ-13 Ｒ HT Alternaria alternate (KF881761) 100 100
HT-Ｒ-51 Ｒ HT Alternaria alternata (KF881761) 100 99
MT-Ｒ-14 Ｒ MT Alternaria alternata (KF881761) 100 99
ST-Ｒ-10 Ｒ ST Alternaria alternata (JF835905) 100 99
HT-Ｒ-65 Ｒ HT Alternaria alternata (JF835905) 100 99
HT-Ｒ-66 Ｒ HT Alternaria tenuissima (HQ402558) 100 100
MT-S-8 S MT Alternaria tenuissima (KP278184) 100 99
ST-Ｒ-16 Ｒ ST Alternaria tenuissima (KP278184) 100 100
HT-Ｒ-69 Ｒ HT Alternaria alternata (KM458821) 100 99
HT-Ｒ-70 Ｒ HT Alternaria alternata (KP278204) 100 99
MT-Ｒ-28 Ｒ MT Alternaria tenuissima (KP278184) 100 100
OTU2 17 MT-S-1 S MT Fusarium proliferatum (KP132230) 100 99
MT-L-6 L MT Fusarium proliferatum (KP132230) 100 99
ST-Ｒ-17 Ｒ ST Fusarium proliferatum (KP132230) 100 99
ST-Ｒ-22 Ｒ ST Fusarium proliferatum (KP132230) 100 100
ST-Ｒ-23 Ｒ ST Fusarium proliferatum (KP132230) 100 99
OTU3 14 MT-Ｒ-26 Ｒ MT Phoma sp． (JX160058) 100 99
HT-L-10 L HT Phomasp． (KF367550) 100 100
OTU4 5 ST-Ｒ-1 Ｒ ST Fusariumoxysporum (JN400714) 100 100
ST-Ｒ-15 Ｒ ST Fusariumincarnatum(KM519192) 100 99
ST-Ｒ-21 Ｒ ST Fusariumincarnatum (EU111657) 100 100
OTU5 5 MT-Ｒ-6 Ｒ MT Podosporacochleariformis (AY999123) 100 97
MT-Ｒ-12 Ｒ MT Podospora cochleariformis (AY999123) 100 97
MT-Ｒ-22 Ｒ MT Podospora cochleariformis (AY999123) 98 97
OTU6 1 ST-Ｒ-20 Ｒ ST Fusarium fujikuroi (KJ000430) 100 95
OTU7 1 ST-Ｒ-26 Ｒ ST Fusarium equiseti (FJ459976) 100 96
OTU8 1 HT-Ｒ-28 Ｒ HT Monospora scuscannonballus (DQ865106) 92 98
OTU9 1 ST-Ｒ-9 Ｒ ST Agaricaceae sp． (EF682101) 88 96
OTU10 1 ST-Ｒ-8 Ｒ ST Alternaria chlamydosporigena (KC466540) 100 99
OTU11 1 ST-S-3 S ST Phoma herbarum (AY864822) 100 99
OTU12 1 HT-Ｒ-38 Ｒ HT Phoma betae (KM249077) 99 98




Table 2 Diversity indices of isolated fungal endophytes


















组织 Ｒ 0．79±0．65 4．67±2．08 0．61±0．32 11．0
Tissue S 0．22±0．38 1．33±0．58 0．84±0．27 3．0
L 0．19±0．33 1．67±1．15 0．90±0．17 3．0
站点 HT 0．07±0．13 2．00±1．73 0．97±0．05 5．0
Station MT 0．63±0．06 2．67±0．58 0．62±0．09 4．0
ST 0．50±0．86 3．00±3．46 0．76±0．41 8．0
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图 4 芦苇可培养内生真菌在不同组织、站点分布情况的
热图
Fig．4 Heatmap showing the distribution of culturable fungal
endophytes of common reed in different tissues and sites．
黑色表示有，白色表示没有 The black color meant yes，and the white
color meant no．
图 5 芦苇可培养内生真菌的多维尺度分析(MDS)
Fig．5 Multidimensional scaling (MDS)of culturable endophy-
tic fungi in common reed．
表 3 芦苇内生真菌群落相似性 ANOSIM分析
Table 3 ANOSIM analysis of the community similarity of
endophytic fungi in common reed
分组 Ｒ P
站点 Station －0．119 0．84
HT vs． MT －0．185 0．80
HT vs． ST －0．148 1．00
ST vs． MT 0．074 0．50
组织 Tissue －0．091 0．75
Ｒ vs． S －0．167 0．90
Ｒ vs． L －0．222 0．90












































遍存在 DSE 内生真菌［32］． Likar 等［33］发现，黄花柳
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